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(57) Abstract: The invention relates to a microscope array for fluores- 
cence spectroscopy, especially fluorescence correlation spectroscopy, 
comprising at least two beam paths (38, 40, 50) which can be focused 
on a volume of a sample (12) that is to be measured that is placed in 
a common measuring area of the microscope array. At least one (5) 
of the beam paths (38, 40, 50) is an illumination beam path that leads 
from a light source (44) to the measuring area. At least another (38, 
40) beam path (38, 40, 50) is an observation beam path that leads from 
the measuring area to a photodetector (26, 36) supplying a fluorescence 
detection signal. The microscope array has at least one optical element 
(18, 20, 22, 28, 30, 48) arranged in one of the beam paths (38, 40, 50). 
Said optical element can be displaced for focal adjustment of this beam 
(38, 40, 50). According to the invention, an electronic adjustment and 
control device (52) is provided, which responds to the fluorescence de- 
tection signal and is adjustably connected to the optical element (18, 
20, 22, 28, 30, 48). Said adjustment and control device is designed to 
adjust the optical element (18, 20, 22, 28, 30, 48) depending on the 
fluorescence detection signal with the purpose of performing focal ad- 
justment of the corresponding beam path, thereby making it possible to 
adjust the microscope array in a highly precise manner. 

(57) Zusammenfassung: Es wird eine Mikroskopanordnung zur Flu- 
oreszenzspektroskopie, insbesondere Fluoreszenzkorrelationsspektros- 
kopie vorgeschlagen, mit mindestens zwei StrahlengHngen (38, 40, 50), 
welche jeweils auf ein in einem gemeinsamen Messbereich der Mikro- 
skopanordnung liegendes Messvolumen einer zu untersuchenden Mes- 
sprobe (12) fokussierbar sind. Mindestens einer (50) der Strahlengange 
(38, 40, 50) ist dabei ein Beleuchtungsstrahlengang, welcher von einer 
Lichtquelle (44) zu dem Messbereich ftthrt. Mindestens ein weiterer 
(38, 40) der Strahlengange (38, 40, 50) ist femer ein Beobachtungs- 
strahlengang, welcher 

[Fortsetzung auf der ntichsten Seite] 
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von dem Messbereich zu einem ein Fluoreszenzdetektionssignal bereitstellenden Photodetektor (26, 36) flihrt. Die Mikroskopanoid- 
nung weist mindestens ein in einem der Strahlengange (38, 40, 50) angeordnetes optisches Element (18, 20, 22, 28, 30, 48) auf, 
welches zur Fbkaleinstellung dieses Strahlengangs (38, 40, 50) verstellbar ist Erfindungsgemass ist eine auf das Fluoreszenzde' 
tektionssignal ansprechende und mit dem optischen Element (18, 20, 22, 28, 30, 48) in Stellverbindung stehende elektronische 
Stell-Steuereinrichtung (52) vorgesehen, welche dazu ausgebildet ist, zur Fokaleinstellung des betreffenden Strahlengangs (38, 40, 
50) eine von dem Fluoreszenzdetektionssignal abhangige Verstellung des optischen Elements (18, 20, 22, 28, 30, 48) zu bewirken! 
Auf diese Weise ist eine hochprazise fokale Justiening der Mikroskopanoidnung mOglich. 
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Mikroskopanordnung zur Fluoreszenzspektroskopie, insbesondere 

Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie 

Die Erfindung betrifft eine Mikroskopanordnung zur Fluoreszenzspektro- 
skopie, insbesondere Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie. 

Fluoreszenzspektroskopie ist ein Verfahren, das den Nachweis bestimmter 
Analyten in einer Messprobe ermoglicht. Bei der Messprobe kann es sich 
urn eine beliebige FlClssigkeitsprobe handeln; in der Regel ist dies eine 
biologische Probe, z.B. eine Korperflussigkeit, wie Blut, Serum Plasma, 
Urin, Speichel etc. oder ein molekularbioiogischer Reaktionsansatz, z.B. ein 
Sequenzierungsansatz. Bei den Analyten kann es sich urn niedermolekulare 
Substanzen, wie Arzneimittel, Hormone, Nukleotide, Metaboliten etc., oder 
hochmolekulare Substanzen, wie Proteine, Zucker, Nukleinsauren etc., 
Viren oder Zellen wie Bakterienzellen handeln. Um die gesuchten Analyten 
identifizieren zu konnen, werden sie mit fluorophortragenden Reagenzien 
markiert, die bei Licht-, insbesondere Laserbestrahlung Fluoreszenzsignale 
aussenden, welche detektiert und ausgewertet werden. In der Fluoreszenz- 

korrelationsspektroskopiewerdenhierbeiAuto-oder/undKreuzkorrelationen 
der detektierten Fluoreszenzsignale ausgewertet. Nahere Inforrnationen zur 
Fluoreszenzspektroskopie und insbesondere zur Fluoreszenzkorrelations- 
spektroskopie konnen beispielsweise der EP 0 679 251 B1 sowie einem 
Artikel ^Sorting single molecules: Application to diagnostics and evolutio- 
nary biotechnology" von M. Eigen und R. Rigler, erschienen in Band 91 von 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Seiten 5740 bis 5747, Juni 1994, entnommen 
werden. 

Zu fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen werden Mikroskope 
verwendet, die wunschenswerterweise auf ein sehr kleines Teilvolumen der 
Probe - das Messvolumen - fokussierbar 6ein sollen. Ein sehr kleines 

* 

Messvolumen, beispielsweise im Femtoliterbereich, wird angestrebt, damit 
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die fluoreszierenden MolekOle nicht durch zu intensive und lange Licht- 
bestrahlung ausbleichen und die Messungen verfalschen, Bei derart kleinen 
Messvolumina ist eine exakt konfokale Einstellung des verwendeten Mikro- 
skops von groBer Bedeutung, um hinreichend hohe Signal-Rausch-Ab- 
stande sicherzustellen. Konfokalitat heifct dabei, dass Beleuchtungsfokus 
und Beobachtungsfokus des Mikroskops exakt zusammenf alien. Dies zu 
erreichen ist jedoch schwierig, weil eben aufgrund der winzigen GroSe des 
Messvolumens bereits geringste Fehleinstellungen zur Afokalitat zwischen 
Beleuchtungsfokus und Beobachtungsfokus fuhren konnen. Die Sache wird 
noch komplizierter, wenn das Mikroskop mit mehreren Detektoren ausge- 
fuhrt ist und der Beobachtungsfokus jedes dieser Detektoren exakt mit dem 
Messvolumen zusammenfallen soli. 

Aufgabe der Erfindung ist es, bei einem Mikroskop fur die Fluoreszenzspek- 
troskopie eine exakte Fokaleinstellung zu ermoglichen. 

Bei der Losung dieser Aufgabe geht die Erfindung aus von einer Mikroskop- 
anordnung zur Fluoreszenzspektroskopie, insbesondere Fluoreszenzkorrela- 
tionsspektroskopie, mit mindestens zwei Strahlengangen, welche jeweils 
auf ein in einem gemeinsamen Messbereich der Mikroskopanordnung 
liegendes Messvolumen einer zu untersuchenden Messprobe fokussierbar 
sind, wobei mindestens einer der Strahlengange ein Beleuchtungsstrahlen- 
gang ist, welcher von einer Lichtquelle zu dem Messbereich fuhrt, wobei 
mindestens ein weiterer der Strahlengange ein Beobachtungsstrahlengang 
ist, welcher von dem Messbereich zu einem ein Fluoreszenzdetektions- 
signal bereitstellenden Photodetektor fuhrt, und wobei die Mikroskopanord- 
nung mindestens ein in einem der Strahlengange angeordnetes optisches 
Element aufweist, welches zur Fokaleinstellung dieses Strahlengangs 
verstellbar ist. 

ErfindungsgemaB umfasst die Mikroskopanordnung dabei eine auf das 
Fluoreszenzdetektionssignal ansprechende und mit dem optischen Element 
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in Stellverbindung stehende elektronische Stell-Steuereinrichtung, welche 
dazu ausgebildet ist # zur Fokaleinstellung des betreffenden Strahlengangs 
eine von dem Fluoreszenzdetektionssignal abhangige Verstellung des 
optischen Elements zu bewirken. 

Bei der erfindungsgemafcen Losung dient das Fluoreszenzdetektionssignal 
als RuckkopplungsgroGe, anhand derer die Stell-Steuereinrichtung einen 
etwaigen Stellbedarf fur das optische Element ermittelt. Es hat sich gezeigt, 
dass unter Heranziehung des Fluoreszenzdetektionssignal eine hochge- 
naue Fokaleinstellung jedes Strahlengangs der Mikroskopanordnung erziel- 
bar ist. 

Das optische Element kann beliebiger Art sein, solange seine raumliche 
Position die Lage des objektseitigen Fokus des betreffenden Strahlengangs 
beeinflusst, beispielsweise eine Linse, eine Blende oder ein Spiegel. Als 
verstellbares optisches Element kann im Fall eines Beleuchtungsstrahlen- 
gangs auch unmittelbar die Lichtquelle oder im Fall eines Beobachtungs- 
strahlengangs der die angeregten Lichtimpulse detektierende Photodetektor 
dienen. In jedem Strahlengang kann nicht nur ein einziges optisches Ele- 
ment verstellbar sein, sondern es konnen zwei oder mehr optische Ele- 
mente vorgesehen sein, die unabhangig voneinander zur Fokaleinstellung 
des betreffenden Strahlengangs verstellbar sind. 

Bei einer bevorzugten Weiterbildung der Erfindung ist die Stell-Steuerein- 
richtung dazu ausgebildet zur Fokaleinstellung des betreffenden Strahlen- 
gangs eine Verstellung des optischen Elements in AbhSngigkeit eines von 
dem Fluoreszenzdetektionssignal abgeleiteten Korrelationssignals zu bewir- 
ken. Dabei kann zur Fokaleinstellung eines Beleuchtungsstrahlengangs und 
eines Beobachtungsstrahlengangs relativ zueinander die Stell-Steuereinrich- 
tung dazu ausgebildet sein, eine Verstellung mindestens eines in dem 
Beleuchtungsstrahlengang angeordneten optischen Elements oder/und eine 
Verstellung mindestens eines in dem Beobachtungsstrahlengang angeord- 
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neten optischen Elements in Abhangigkeit eines Autokorrelationssignals zu 
bewirken, welches durch Autokorrelation des Fluoreszenzdetektionssignals 
des in dem Beobachtungsstrahlengang angeordneten Photodetektors herge- 
leitet ist. Sollen dagegen ein erster und ein zweiter Beobachtungsstrahlen- 
gang relativ zueinander fokal eingestellt werden, so kann die SteN-Steuer- 
einrichtung dazu ausgebildet sein, eine Verstellung mindestens eines in 
dem ersten Beobachtungsstrahlengang angeordneten optischen Elements 
oder/und eine Verstellung mindestens eines in dem zweiten Beobachtungs- 
strahlengang angeordneten optischen Elements in Abhangigkeit eines 
Kreuzkorrelationssignals zu bewirken, welches durch Kreuzkorrelation der 
Fluoreszenzdetektionssignale der in den beiden Beobachtungsstrahlengan- 
gen angeordneten Photodetektoren hergeleitet ist. 

Nachfolgend werden einige Ausfuhrungsbeispiele der erfindungsgem§fcen 
Mikroskopanordnung anhand der beigefugten Zeichnungen naher erlautert. 
Darin stellen dar: 

Fig. 1 schematisch ein erstes Ausfuhrungsbeispiel der Mikroskopanord- 
nung, 

Fig. 2 schematisch ein zweites Ausfuhrungsbeispiel der Mikroskopanord- 
nung, 

Fig. 3 schematisch ein drittes Ausfuhrungsbeispiel der Mikroskopanord- 
nung und 

Fig. 4 schematisch ein viertes Ausfuhrungsbeispiel der Mikroskopanord- 
nung. 

Die in Fig, 1 gezeigte Mikroskopanordnung ist als Doppelmikroskop 10 
ausgefuhrt, welches zur fluoreszenzspektroskopischen Untersuchung einer 
bei 1 2 angeordneten, jedoch im Detail nicht niher dargestellten Messprobe, 
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beispielsweise einer Blutprobe, auf das Vorhandensein bestimmter Analy- 
ten, etwa krankheitserregender Viren oder DNA-Strange, dient. Die Be- 
zeichnung Doppelmikroskop beziehtsich auf eine Ausgestaltung der Mikro- 
skopanordnung mit zwei einander bezogen auf die Messprobe 12 gegen- 
uberliegend angeordneten optischen Beobachtungsbaugruppen 14, 16, die 
von zwei verschiedenen Seiten her eine Beobachtung der Messprobe 1 2 
erlauben. Die Beobachtungsbaugruppe 1 4 weist eine Objektivlinse 1 8, eine 
Lochblende 20 sowie ggf . weitere optische Elemente (Linsen, Filter, Blen- 
den oder dergl.) auf, die in ihrer Gesamtheit dazu dienen, ein als Mess- 
volumen bezeichnetes kleines Teilvolumen der Messprobe 12 auf einen 
Photodetektor 26 abzubilden. Im vorliegenden Beispielfall der Fig. 1 urn- 
fassen diese weiteren optischen Elemente eine Linse 22 und ein Filter 24. 
Der Abstand der Objektivlinse 18 von der Messprobe 12 kann weniger als 
1 mm betragen; er kann aber auch groBer als 1 mm sein. Eine diesbezug- 
liche Abstandsbeschrankung besteht nicht. Die vorzugsweise baugleich 
ausgefOhrte Beobachtungsbaugruppe 1 6 weist in entsprechender Weise 
eine Objektivlinse 28, eine Lochblende 30 sowie ggf. weitere optische 
Elemente (hier eine Unse 32 sowie ein Filter 34) auf, die das Messvolumen 
auf einen Photodetektor 36 abbilden. Jede der Beobachtungsbaugruppen 
14, 1 6 definiert einen vom Messvolumen zum jeweiligen Detektor 26 bzw. 
36 verlaufenden Beobachtungsstrahlengang, der in Fig. 1 mit 38 bzw. 40 
bezeichnet ist. 

Das Doppelmikroskop 10 umfasst ferner eine Beleuchtungsbaugruppe 42, 
die dazu dient, einen auf das Messvolumen gerichteten Beleuchtungsstrahl 
bereitzustellen. Sie umfasst eine Laserquelle 44, einen in einem der Be- 
obachtungsstrahlengange 38, 40 (hier im Beobachtungsstrahlengang 38) 
angeordneten halbdurchlassigen (dichroitischen) Spiegel 46, mittels dessen 
der von der Laserquelle 44 ausgesandte Laserstrahl in Richtung auf das 
Messvolumen umgelenkt wird, und ggf. weitere optische Elemente zur 
Beeinflussung des Laserstrahls. Diese weiteren optischen Elemente urn- 
fassen im vorliegenden Beispielfall zumindest eine Linse 48, die der Vor- 
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fokussierung des Laserstrahls dient. Nach Ablenkung durch den Spiegel 46 
trifft der Laserstrahl auf die Objektivlinse 18. Von dort wird er auf das 
Messvolumen der Messprobe 1 2 fokussiert. Die Beleuchtungsbaugruppe 42 
definiert so - zusammen mit der Objektivlinse 18 - einen von der Laser- 
quelle 44 zu dem Messvolumen fuhrenden Beleuchtungsstrahlengang des 
Doppelmikroskops 10, Dieser Beleuchtungsstrahlengang ist in Fig. 1 mit 50 
bezeichnet. 

Der auf das Messvolumen treffende Laserstrahl regt darin befindliche (freie 
oder an die gesuchten Analyten gebundene) Fluorophore zu Fluoreszenz an. 
Dabei werden Lichtimpulse erzeugt, die von den Detektoren 26, 36 regis- 
triert werden. Die Detektoren 26 f 36 konnen auf gleiche oder auf unter- 
schiedliche Fluoreszenzwellenlangen ansprechen. Eine mit den Detektoren 
26, 36 verbundene elektronische Auswerte- und Steuereinheit 52 wertet 
die von den Detektoren gelieferten Fluoreszenzdetektionssignale aus. Der 
Nachweis der gesuchten Analyten geschieht dabei bevorzugt uber Auto- 
oder/und Kreuzkorrelationen der Fluoreszenzdetektionssignale. 

Mikroskopanordnungen, bei denen das im Fokus eines Laserstrahls liegende 
Messvolumen zugleich exakt auf einen Detektor abgebildet wird, werden 
Qblicherweise konfokal genannt. Konfokale Mikroskopanordnungen sind in 
der Fachwelt bekannt. Beispielhaft wird auf die EP 0 679 251 B1 verwie- 
sen, der Konstruktionsdetails zu einem konfokalen Doppelmikroskop ent- 
nommen werden konnen. 

Urn bei dem Doppelmikroskop 10 der Fig. 1 exakte Konfokalitat zu erzielen, 
muss der Beleuchtungsfokus, also der Fokus des Laserstrahls, exakt mit 
dem Beobachtungsfokus jedes der Beobachtungsstrahlengange 38, 40 
zusammenfallen. Zugleich sollen die Foki der beiden Beobachtungsstrahlen- 
gange 38, 40 exakt deckungsgleich sein, damit nicht verschiedene Teilvo- 
lumina der Messprobe 12 von den beiden Detektoren 26, 36 beobachtet 
werden. Die Auswerte- und Steuereinheit 52 ist dazu ausgebildet, die 
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Fokaleinstellung jedes Beobachtungs- und Beleuchtungsstrahlengangs 
automatisiert im Sinne vorstehender Kriterien vorzunehmen, und zwar in 
Abhangigkeit der von den Detektoren 26, 36 gelieferten Fluoreszenzdetek- 
tionssignale. Die Fokaleinstellung der Strahlengange 38, 40, 50 erfolgt 
beispielsweise derart, dass zunachst der Beleuchtungsstrahlengang 50 und 
der Beobachtungsstrahlengang 38 fokal aufeinander abgestimmt werden 
und anschlieBend der Fokus des Beobachtungsstrahlengangs 40 deckungs- 
gleich mit dem Fokus des Beobachtungsstrahlengangs 38 gemacht wird. 

In jedem der Strahlengange 38, 40, 50 ist zur Fokaleinstellung des betref- 
fenden Strahlengangs mindestens eine optische Komponente mittels eines 
von der Auswerte- und Steuereinheit 52 gesteuerten Stellorgans 54 in 
mindestens einer Raumrichtung, gewunschtenfalls aber auch in zwei oder 
sogar drei zueinander orthogonalen Raumrichtungen verstellbar. Diese 
Komponente kann unabhangig von den anderen optischen Komponenten 
des betreffenden Strahlengangs verstellbar sein. Es ist aber auch denkbar, 
dass mindestens ein Teil der ubrigen optischen Komponenten des betref- 
fenden Strahlengangs mit der verstellbaren Komponente bewegungsgekop- 
pelt ist, derart, dass bei einer Verstellung der einen Komponente auch 
dieser Teil der ubrigen Komponenten eine Verstellung erf ahrt. Insbesondere 
konnen in einem Strahlengang zwei oder mehr jeweils mittels eines Stell- 
organs 54 unabhangig voneinander verstellbare optische Komponenten 
angeordnet sein. In Fig. 1 konnen, was den Beobachtungsstrahlengang 38 
anbelangt, beispielhaft die Objektivlinse 1 8 und die Lochblende 20 mittels 
je eines Stellorgans 54 unabhangig voneinander verstellbar sein. Es ist 
leicht nachvollziehbar, dass durch Verstellung jeder dieser beiden Kom- 
ponenten die raumliche Lage des vom Detektor 26 aus gesehenen objekt- 
seitigen Fokus des Beobachtungsstrahlengangs 38 beeinflusst werden 
kann. Die Objektivlinse 18 Hegt zudem im Beleuchtungsstrahlengang 50; 
eine Verstellung der Objektivlinse 18 wurde daher neben dem Fokus des 
Beobachtungsstrahlengangs 38 gleichzeitig auch den Fokus des Beleuch- 
tungsstrahlengangs 50 beeinflussen. Urn den Fokus des Beleuchtungs- 
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strahlengangs 50 unabhangig von dem Fokus des Beobachtungsstrahlen- 
gangs 38 einstellen zu konnen, ist ferner mindestens eine ausschlie&lich 
den Beieuchtungsstrahlengang 50 fokal beeinflussende optische Kompo- 
nente mittels eines Stellorgangs 54 unabhangig von der Objektivlinse 1 8 
verstellbar. Im Fall der Fig. 1 ist dies die Vorfokussierungslinse 48. Diese 
ist vorzugsweise langs des Beleuchtungsstrahlengangs 50 und auch quer 
zu diesem (also in Fig. 1 nach oben und unten) justierbar. 

Es ist zu beachten, dass Fig. 1 lediglich Beispiele fur verstellbare Kom- 
ponenten zeigt. Grundsatzlich konnen zur Fokaleinstellung beliebige op- 
tische Komponenten eines Strahlengangs unabhangig oder in Abhangigkeit 
von anderen Komponenten verstellbar sein. Insbesondere ist es vorstellbar, 
dass die Detektoren 26, 36 oder/und die Laserquelle 44 verstellbar sind. 
Daneben konnen selbstverstandlich auch die Linsen 22, 32 oder/und der 
Spiegel 46 verstellbar sein. 

Die Auswerte- und Steuereinheit 52 zahlt anhand der von den Detektoren 
gelieferten Signale vorzugsweise die pro MolekOI detektierten Ereignisse 
und steuert im Rahmen der Fokaleinstellung der Strahlengange 38, 40, 50 
die Stellorgane 54 vorzugsweise in Abhangigkeit von Korrelationssignalen, 
welche sie aus den Detektorsignalen ermittelt. Zur fokalen Indeckungbrin- 
gung des Beleuchtungsstrahlengangs 50 und des Beobachtungsstrahlen- 
gangs 38 ermittelt sie aus dem vom Detektor 26 gelieferten Fluoreszenzde- 
tektionssignal insbesondere ein Autokorrelationssignal erster oder/und 
hoherer Ordnung. Abhangig von dem Autokorrelationssignal bewirkt die 
Auswerte- und Steuereinheit 52 dann durch geeignete Ansteuerung der 
Stellorgane 54 eine Verstellung wenigstens eines Teils der verstellbaren 
optischen Komponenten des Beobachtungsstrahlengangs 38 oder/und des 
Beleuchtungsstrahlengangs 50. Dies geschieht vorzugsweise in Abhangig- 
keit von der Amplitude und der Halbwertszeit der Korrelation. Wenn das 
Autokorrelationssignal einen von null verschiedenen Wert annimmt, ins- 
besondere eine signifikante Spitze aufweist, ist erreicht, dass die Foki des 
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Beobachtungsstrahlengangs 38 und des Beleuchtungsstrahlengangs 50 
zusammenfallen. 

Urn sodann den Fokus des anderen Beobachtungsstrahlengangs 40 in 
Deckung mit dem Fokus des Beobachtungsstrahlengangs 38 zu bringen, 
ermittelt die Auswerte- und Steuereinheit 52 aus den Fluoreszenzdetek- 
tionssignalen der beiden Detektoren 26, 36 ein Kreuzkorrelationssignal 
erster oder/und hoherer Ordnung. In AbhSngigkeit von diesem Kreuzkorrela- 
tionssignal, insbesondere wiederum abhangig von Amplitude und Halb- 
wertszeit der Kreuzkorrelation, bewirkt sie dann eine Verstellung wenigs- 
tens eines Teils der verstellbaren optischen Komponenten des Beobach- 
tungsstrahlengangs 40, bis das Kreuzkorrelationssignal einen von null 
verschiedenen Wert annimmt, insbesondere eine signifikante Spitze auf- 
weist. Sobald das Kreuzkorrelationssignal ein solches Verhalten zeigt, ist 
erreicht, dass die Foki der Beobachtungsstrahlengange 38, 40 zusammen- 
fallen. 

In einer bevorzugten praktischen Ausfuhrungsform des Doppelmikroskops 
der Fig. 1 sind die Objektlinsen 18, 28 und die Lochblenden 20, 30 fest. 
Dagegen sind die Linsen 22, 32 justierbar. Im Beleuchtungsstrahlengang 50 
ist des Weiteren die Linse 48 justierbar. 

Korrelationsfunktionen hoherer Ordnung konnen zur weiteren Optimierung 
des auf Ruckkopplung basierenden Justieralgorithmus verwendet werden. 
Beispielhaft stelle man sich vor, dass die zur Markierung der Analyten 
verwendeten fluoreszierenden Molektile Lichtimpulse verschiedener (mehr 
als zwei) Emissionswellenlangen aussenden. Wenn die beiden Detektoren 
26, 36 auf voneinander unterschiedliche Wellenlangen ansprechen, kann 
die Koinzidenz zwischen den Foki der beiden Beobachtungsstrahlengange 
38, 40 uber eine Mehrfarben-Korrelationsfunktion hoherer Ordnung erfasst 
werden. 
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Die Stellorgane 54 kSnnen beliebiger Ausgesitaltung sein. Beispielsweise 
kann es sich bei ihnen um piezoelektrische Stellorgane oder urn mecha- 
nische Mikro-Schraubtriebe handeln. 

In den weiteren Figuren sind gleiche oder gleich wirkende Bestandteile mit 
gleichen Bezugszeichen wie in Fig. 1 versehen, jedoch erganzt um einen 
Kleinbuchstaben. Um Wiederholungen zu vermeiden, wird zur Erlauterung 
dieser Bestandteile auf die vorangehenden Ausfuhrungen zu Fig. 1 ver- 
wiesen. Nachfolgend soli lediglich auf Unterschiede zur AusfQhrungsform 
der Fig. 1 eingegangen werden. 

Bei dem Ausfuhrungsbeispiel der Fig. 1 wurde die Messprobe lediglich von 
einer Seite mit Licht bestrahlt. Fig. 2 zeigt ein Ausfuhrungsbeispiel, bei dem 
die Messprobe 12a von zwei gegenuberliegenden Seiten her mit Licht 
bestrahlt wird. Hierzu ist eine weitere Beleuchtungsbaugruppe 56a vor- 
gesehen, welcheeine Laserquelle 58a, einen in dem Beobachtungsstrahlen- 
gang 40a angeordneten dichroitischen Spiegel 60a und ggf. weitere op- 
tische Elemente zur Beeinflussung des Laserstrahls der Laserquelle 58a 
aufweist. Diese weiteren optischen Elemente umfassen im vorliegenden 
Beispielfall zumindest eine Vorfokussierungslinse 62a. Nach Ablenkung 
durch den Spiegel 60a trifft der Laserstrahl der Laserquelle 58a auf die 
Objektivlinse 28a. Von dort wird er auf das Messvolumen der Messprobe 
12a fokussiert. Die Beleuchtungsbaugruppe 56a definiert zusammen mit 
der Objektivlinse 28a einen weiteren Beleuchtungsstrahlengang des Dop- 
pelmikroskops 10a, der von der Laserquelle 58a zu dem Messvolumen 
fuhrt und in Fig. 2 mit 64a bezeichnet ist. 

Der Fokus dieses Beleuchtungsstrahlengangs 64a soil optimalerweise so 
eingestellt werden, dass er exakt mit den Foki des Beleuchtungsstrahlen- 
gangs 50a und der Beobachtungsstrahlengange 38a, 40a zusammenfallt. 
Hierzu ist wenigstens eine ausschlieSlich den Beleuchtungsstrahlengang 
64a fokal beeinflussende optische Komponente des Doppelmikroskops 10a 
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mittels eines Stellorgangs 54a verstellbar. In Fig. 2 ist dies die Vorfokussie- 
rungslinse 62a. Es versteht sich, dass alternativ oder zusatzlich auch die 
Laserquelle 58a oder/und der Spiegel 60a mittels eines solchen Stellorgans 
54a verstellbar sein konnen. 

Die Reihenfolge, in der die einzelnen Strahlengange 38a, 40a, 50a, 64a des 
Doppelmikroskops 10a fokal eingestellt werden, kann beispielsweise derart 
sein, dass zunachst - wie bei dem Ausfuhrungsbeispiel der Fig. 1 - die 
Strahlengange 38a, 40a und 50a relativ zueinander justiert werden und 
sodann der Fokus des Beleuchtungsstrahlengangs 64a deckungsgleich mit 
dem Fokus des Beobachtungsstrahlengangs 40a gemacht wird, dies wiede- 
rum unter Heranziehung der Autokorrelation erster oder/und hoherer Ord- 
nung des Fluoreszenzdetektionssignals des Detektors 36a. 

Die beiden Laserquellen 44a, 58a konnen Laserlicht unterschiedlicher 
Wellenlangen ausstrahlen. Es ist freilich nicht ausgeschlossen, dass die 
Laserquellen 44a, 58a Licht gleicher Wellenlange ausstrahlen. Eine Ab- 
wandlung der Fig. 2 kann darin bestehen, eine der Laserquellen 44a, 58a 
wegzulassen und das Licht der verbleibenden Laserquelle aufzuteilen. Jeder 
Teil des von dieser einzigen Laserquelle ausgesandten Laserstrahls wird 
dann in einen der Beleuchtungsstrahlengange 50a, 64a eingespeist. 

Bei dem Ausfuhrungsbeispiel der Fig. 3 umfasst die Beobachtungsbau- 
gruppe 14b nicht nur den Detektor 26b, sondern ferner einen zweiten 
Detektor 66b, wobei das von den fluoreszierenden Molekulen der Mess- 
probe 12b ausgesandte Licht mittels eines in dem Beobachtungsstrahlen- 
gang 38b nach der Lochblende 20b und nach der Linse 22b angeordneten 
dichroitischen Spiegels 68b teilweise zu dem Detektor 66b umgelenkt wird. 
Es wird so ein weiterer Beobachtungsstrahlengang definiert, der in Fig. 3 
mit 70b bezeichnet ist und von der Messprobe 1 2b bis zu dem Spiegel 68b 
und von dort zum Detektor 66b verlauft. In dem Teil des Beobachtungs- 
strahlengangs 70b, der getrennt von dem Beobachtungsstrahlengang 38b 
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verlauft, kSnnen weitere optische Elemente angeordnet sein, so z.B. ein 
Filter 72b. Vorzugsweise detektieren die Detektoren 26b, 66b Licht unter- 
schiedlicher Wellenlangen. 

Zur fokalen Justierung des Mikroskops 10b konnen beispielsweise zu- 
nachst - wie bei dem AusfQhrungsbeispiel der Fig. 1 - einer der Beobach- 
tungsstrahlengange 38b, 70b und der Beleuchtungsstrahlengang 50b 
aufeinander abgestimmt werden. Sodann kann der andere Beobachtungs- 
strahlengang mittels Autokorrelation fokal auf den Beleuchtungsstrahlen- 
gang 50b oder/und mittels Kreuzkorrelation fokal auf den einen Beobach- 
tungsstrahlengang abgestimmt werden. Zur voneinander unabhangigen 
Fokaleinstellung der beiden Beobachtungsstrahlengange 38b, 70b konnen 
in Fig. 3 die beiden Detektoren 26b, 66b jeweils mittels eines Stellorgans 
54b verstellbar sein. Es kann in einer bevorzugten Ausfuhrungsform auch 
nur einer der beiden Detektoren 26b, 66b verstellbar sein, wahrend der 
andere fest ist. Von den Komponenten 18b, 20b, 22b ist - wenngleich in 
Fig. 3 ein Stellorgan 54b zu jeder dieser Komponenten eingezeichnet ist - 
vorzugsweise nur die Linse 22b verstellbar, wahrend die Objektivlinse 18b 
und die Lochblende 20b vorzugsweise fest sind. 

Bei dem AusfQhrungsbeispiel der Fig. 4 umfasst die Beobachtungsbau- 
gruppe 14c sogar drei vorzugsweise auf unterschiedliche Wellenlangen 
ansprechende Detektoren, namlich neben den Detektoren 26c, 66c noch 
einen dritten Detektor 74c. Dieser detektiert Licht, das mittels eines weite- 
ren, in dem Beobachtungsstrahlengang 38c angeordneten dichroitischen 
Spiegels 76c aus dem von der Messprobe 1 2c emittierten Licht herausge- 
teilt wird. Es wird so ein Beobachtungsstrahlengang 78c definiert, der von 
der Messprobe 1 2b bis zu dem Spiegel 76c und von dort zum Detektor 74c 
verlauft. In dem Teil des Beobachtungsstrahlengangs 78c, der getrennt von 
den Beobachtungsstrahlengangen 38c, 70c verlauft, konnen wiederum 
weitere optische Elemente angeordnet sein, so z.B. ein Filter 80c. 
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Ahnlich wie bei dem AusfQhrungsbeispiel der Fig. 3, kdnnen zur fokalen 
Justierung des Mikroskops 10c der Fig. 4 beispielsweise zunachst die Foki 
eines der BeobachtungsstrahlengSnge 38c, 70c, 78c und des Beleuch- 
tungsstrahlengangs 50c in Deckung gebracht werden. Sodann konnen die 
beiden anderen Beobachtungsstrahlengange jeweils mittels Autokorrelation 
fokal auf den Beleuchtungsstrahlengang 50c oder/und mittels Kreuzkorrela- 
tion fokal auf den einen Beobachtungsstrahlengang abgestimmt werden. 
Zur voneinander unabhangigen Fokaleinstellung der drei Beobachtungs- 
strahlengange 38c, 70c, 78c ist in Fig. 4 alien Detektoren 26c, 66c, 74c 
jeweils ein Stellorgan 54b zugeordnet. Vorzugsweise sind jedoch nur zwei 
der Detektoren und die Linse 22c verstellbar. 

Wenngleich die Mikroskopanordnungen der Fig. 3 und 4 jeweils nur als 
Einfachmikroskop dargestellt sind, bei dem die Messprobe nur von einer 
Seite beobachtet wird, konnen sie selbstverstandlich auch als Doppelmi- 
kroskop ausgebildet sein, bei dem - wie in den Fig. 1 und 2 - auch auf der 
gegeniiberliegenden Seite der Messprobe Beobachtungs- und gewunsch- 
tenfalls auch Beleuchtungsmittel vorgesehen sind. Dies ist in den Fig. 3 
und 4 jeweils gestrichelt unterhalb der Messprobe angedeutet. Insbeson- 
dere kann dabei eine spiegelbildliche Ausgestaltung des Mikroskops ge- 
wahlt werden. Des Weiteren versteht es sich, dass im Rahmen der Erfin- 
dung grundsatzlich auch Mehrfach-Mikroskopanordnungen denkbar sind, 
bei denen von mehr als zwei Seiten eine Beobachtung der Messprobe 
stattfindet. 
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AnsprOche 

1. Mikroskopanordnung zur Fluoreszenzspektroskopie, insbesondere 
Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie, mit mindestens zwei Strah- 
lengSngen (38, 40, 50), welche jeweils auf ein in einem gemeinsa- 
men Messbereich der Mikroskopanordnung liegendes Messvolumen 
einer zu untersuchenden Messprobe (12) fokussierbar sind, wobei 
mindestens einer (50) der Strahlengange (38, 40, 50) ein Beleuch- 
tungsstrahlengang ist, welcher von einer Lichtquelle (44) zu dem 
Messbereich fuhrt, wobei mindestens ein weiterer (38, 40) der 
Strahlengange (38, 40, 50) ein Beobachtungsstrahlengang ist, wel- 
cher von dem Messbereich zu einem ein Fluoreszenzdetektionssignal 
bereitstellenden Photodetektor (26, 36) fuhrt, und wobei die Mikro- 
skopanordnung mindestens ein in einem der Strahlengange (38, 40, 
50) angeordnetes optisches Element (18, 20, 22, 28, 30, 48) auf- 
weist, welches zur Fokaleinstellung dieses Strahiengangs (38, 40, 
50) verstellbar ist, 

gekennzeichnet durch eine auf das Fluoreszenzdetektionssignal 
ansprechende und mit dem optischen Element (18, 20, 22, 28, 30, 
48) in Stellverbindung stehende elektronische Stell-Steuereinrichtung 
(52), welche dazu ausgebildet ist, zur Fokaleinstellung des betreffen- 
den Strahiengangs (38, 40, 50) eine von dem Fluoreszenzdetektions- 
signal abhangige Verstellung des optischen Elements (18, 20, 22, 
28, 30, 48) zu bewirken. 

2. Mikroskopanordnung nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, dass die Stell-Steuereinrichtung (52) dazu 
ausgebildet ist, zur Fokaleinstellung des betreffenden Strahiengangs 
(38, 40, 50) eine Verstellung des optischen Elements (18, 20, 22, 
28, 30, 48) in Abhangigkeit eines von dem Fluoreszenzdetektions- 
signal abgeleiteten Korrelationssignals zu bewirken. 
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Mikroskopanordnung nach Anspruch 2; 

dadurch gekennzeichnet, dass zur Fokaleinstellung eines Beleuch- 
tungsstrahlengangs (50) und eines Beobachtungsstrahlengangs (38) 
relativ zueinander die Stell-Steuereinrichtung (52) dazu ausgebildet 
ist, eine Verstellung mindestens eines vorzugsweise ausschlieSlich in 
dem Beleuchtungsstrahlengang (50) angeordneten optischen Ele- 
ments (48) oder/und eine Verstellung mindestens eines vorzugs- 
weise ausschliefclich in dem Beobachtungsstrahlengang (38) ange- 
ordneten optischen Elements (20, 22) in Abhangigkeit eines Auto- 
korrelationssignals zu bewirken, welches durch Autokorrelation des 
Fluoreszenzdetektionssignals des in dem Beobachtungsstrahlengang 
(38) angeordneten Photodetektors (26) hergeleitet ist. 

Mikroskopanordnung nach Anspruch 2 oder 3, 
dadurch gekennzeichnet, dass zur Fokaleinstellung eines ersten und 
eines zweiten Beobachtungsstrahlengangs (38, 40) relativ zueinan- 
der die Stell-Steuereinrichtung (52) dazu ausgebildet ist, eine Ver- 
stellung mindestens eines vorzugsweise ausschlieBlich in dem ersten 
Beobachtungsstrahlengang (38) angeordneten optischen Elements 
(18, 20, 22) oder/und eine Verstellung mindestens eines vorzugs- 
weise ausschliefclich in dem zweiten Beobachtungsstrahlengang (40) 
angeordneten optischen Elements (28, 30, 32) in Abhangigkeit eines 
Kreuzkorrelationssignals zu bewirken, welches durch Kreuzkorrela- 
tion der Fluoreszenzdetektionssignale der in den beiden Beobach- 
tungsstrahlengangen (38, 40) angeordneten Photodetektoren (26, 
36) hergeleitet ist. 
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